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Sazˇetak
Sastavljen je mjerni uredaj za fluorescencijsku korelacijsku spektroskopiju
i kalibriran je koristec´i se poznatim parametrima fluorofore Cy5. Odreden
je efektivni konfokalni volumen. Odredeni su koeficijenti difuzije DNK15 i
DNK60 molekula, eksperimentalno i prema teorijskom modelu. Kao test re-
producibilnosti uredaja provedeno je mjerenje ovisnosti difuzijskog vremena
DNK15 o viskoznosti okolnog medija. Dobiveni rezultati dobro reproduci-
raju ocˇekivanu ovisnost. Sintetizirani su razlicˇiti liposomski uzorci te su pro-
vedena mjerenja autokorelacija fluorescentno oznacˇenih DNK pomijesˇanih
s liposomima u svrhu opazˇanja kompleksacije DNK s lipidima. Nestabilni
lipopleksi opazˇeni su pri mijesˇanju DNK15 s kationskim liposomima, dok
kompleksacija nije uocˇena pri dodavanju liposoma s ugradenim adamantan-
aminogvanidinom. Opsezˇniji eksperimenti trebaju biti provedeni u svrhu
unapredivanja mjernog uredaja i proucˇavanja liposomske transfekcije u gen-
skoj terapiji.
DNA-lipids complexes
Abstract
Using known parameters for Cy5 fluorophore, a fluorescence correlation
spectroscopy instrument was installed. The effective confocal volume was
determined. Diffusion coefficients of DNA15 and DNA60 molecules were
determined, both experimentally and according to the theoretical model.
As a reproducibility test, the diffusion time versus medium viscosity me-
asurement for DNA15 was conducted. The results show a good agreement
with the expected dependency. A various liposome samples were synthesi-
zed and the autocorrelation measurements of a fluorescently labelled DNA
mixed with liposomes were performed, in order to detect their complexation.
When cationic liposomes were added, unstable lipoplexes were detected,
while complexation was not observed in case of adamantyl aminoguanidine-
incorporated liposomes. Further experiments need to be conducted to im-
prove the instrument and to better understand the liposome transfection in
gene therapy.
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1 Uvod
Individualni gen u zˇivoj stanici segment je DNK molekule koji, u vec´ini slucˇajeva,
djeluje kao otisak za proizvodnju odredenog proteina. U sekvenci gena kodirana je
sekvenca amino kiselina koje sacˇinjavaju protein. Ako odredeni gen mutira, njegov
proteinski produkt mozˇda nec´e biti uopc´e nacˇinjen, ili c´e njegova funkcija biti slaba
ili cˇak previˇse agresivna. Ta nesavrsˇenost u proizvodnji proteina mozˇe kompromi-
tirati vitalne funkcije stanica i tkiva i stoga izazvati simptome bolesti. Znanstvenici
su odavno bili intrigirani moguc´nosˇc´u zamjene, blokiranja ili slicˇne manipulacije ge-
nima postavljanjem strane DNK u njih i tako postizanju transfekcije – dovodenju
funkcionalnih gena u stanicu. Tijekom 60.-ih godina prosˇlog stoljec´a, istrazˇivacˇi su
ustvrdili da je primarna prepreka unosˇenju DNK molekule u stanicu cˇinjenica da je
molekula, u vodenoj otopini slicˇnoj kao u stanici, negativno nabijena. Dakle, mo-
lekula je elektrostatski odbijena od stanicˇne membrane, buduc´i da ista nosi takoder
negativan naboj. [1]
Mnoge su strategije predlozˇene za unos gena u stanicu pri tzv. genskoj terapiji.
Jedna od njih koristila je modificirane viruse za unosˇenje DNK molekule u stanicu.
Modificirani virus s DNK molekulom napada stanicu i ispusˇta ”zdravi” gen koji se za-
tim prenosi u jezgru. Iako su modificirani virusi efektivni u prenosˇenju gena, njihovo
koriˇstenje u terapijske svrhe nailazi na odredene probleme. Glavno ogranicˇenje je
moguc´nost generiranja imune reakcije pacijenta na virus cˇime se ili uniˇstava virus ili
se ubija inficirana stanica prije nego je virus imao sˇansu pomoc´i pacijentu. [1]
Osim virusa, postoji i velik broj ne-viralnih strategija za prijenos gena u stanicu.
Sve one iskoriˇstavaju kompleksaciju pozitivno nabijenih agenata s DNK molekulom.
Nastali se kompleksi unose u stanicu. Sinteticˇki (ne-viralni) prijenosnici DNK in-
teresantni su primarno zbog cˇinjenice da ne izazivaju imune reakcije kao i zbog
moguc´nosti prenosˇenja velikih komada DNK molekule u stanicu. Papahadjopoulos
i Nicolau nezavisno su uspjeli postic´i transfekciju mijesˇanjem DNK s liposomima.
Felgner je poslije predlozˇio koriˇstenje mjesˇavine kationskih i neutralnih liposoma
umjesto, prirodno najbrojnijih, negativno nabijenih lipidnih membrana, a to je tre-
balo olaksˇati interakciju liposoma s DNK kao i sa stanicˇnom povrsˇinom. Otkriveno je
da dolazi do formacije stabilnih kompleksa lipida i DNK, tzv. lipopleksa, za koje se
pokazalo da su efikasni u transfekciji uzgojenih stanica. Medutim, njihova klinicˇka
upotreba je ogranicˇena najviˇse zbog toksicˇnosti sintetiziranih lipida koji se koriste,
ali i cˇinjenice da je njihova efikasnost transfekcije ipak znatno manja u usporedi s
istom kod virusnih prijenosnika. Stoga, znatan se trud ulazˇe u podizanje efikasnosti
transfekcije kompleksa uz istovremeno smanjivanje njihove toksicˇnosti. Vazˇan ko-
rak u razumijevanju i osmiˇsljavanju sˇto efikasnijih kompleksa je razumijevanje veze
izmedu strukture, kompozicije i funkcije kompleksa. Cijelo podrucˇje genske terapije
i pokusˇaja lijecˇenja bolesti na razini njihova genskog uzroka djeluje vrlo obec´avajuc´e
za buduc´e medicinske aplikacije, a brojna se klinicˇka ispitivanja provode trenutno,
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ciljajuc´i na lijecˇenje tumora, nasljednih bolesti i razlicˇitih drugih poremec´aja. [2,3]
U ovom radu, proucˇavana je kompleksacija lipida i DNK metodom fluorescen-
cijske korelacijske spektroskopije, korelacijske analize fluktuacija fluorescencijskog
intenziteta. Madge, Elson i Webb prvi su 1972. eksperimentalno primijenili tehnike
korelacije signala na fluorescenciju, a tehnika se nadalje razvila nizom publikacija u
kojima se razvila i teorijska pozadina metode. U novije vrijeme metoda se znatno
unaprijedila kombiniranjem s konfokalnom mikroskopijom i tako postala iznimno
moc´no i osjetljivo analiticˇko orude s pregrsˇt moguc´nosti za razlicˇita mjerenja.
U drugom poglavlju ukratko je opisana DNK molekula i elektrostatski fenomeni
vezani za samo-privlacˇenje molekule u otopinama. Nadalje, opisana su svojstva li-
pidnih molekula i formacija liposomskih vezikula. Na kraju poglavlja, opisano je
stvaranje kompleksa lipida i DNK i njihovo koriˇstenje u genskoj terapiji.
U trec´em poglavlju, opisana je metoda fluorescencijske korelacijske spektrosko-
pije. Uz teorijsku pozadinu, opisano je postavljanje i optimizacija koriˇstenog mjernog
uredaja. Navedeni su i opisani uzorci na kojima su provedena mjerenja.
U posljednjem su poglavlju prikazani rezultati mjerenja, a provedena je i diskusija
o istim rezultatima.
2
2 Teorijski uvod
2.1 DNK molekula
Deoksiribonukleinska kiselina (DNK) semifleksibilni je polimer nacˇinjen od deoksi-
ribonukleotidnih jedinica koje formiraju lanac preko poliesterske potpore i skupa s
ribonukleinskom kiselinom (RNA) cˇini klasu biopolimera koji se zovu polinukleotidi.
Te dvije molekule sadrzˇe genetske upute za razvoj stanicˇnih oblika zˇivota. Formalno,
ester je sacˇinjen od fosforne kiseline i sˇec´era deoksiriboze. Na svaki je sˇec´er vezana
jedna od cˇetiriju heterociklicˇkih baza. Baze ukljucˇene u formiranje DNK su: adenin
(A) i gvanin (G), derivati purina, te timin (T) i citozin (C), derivati pirimidina. [1]
Elementi strukture DNK molekule prikazani su na slici 2.1. Monomerska jedinica
baza-ˇsec´er zove se nukleozid, a monomerska jedinica baza-ˇsec´er-fosforna kiselina
zove se nukleotid.
Slika 2.1: Elementi DNK: (lijevo) jedna zavojnica DNK sacˇinjena je od fosfatne skupine,
sˇec´era deoksiriboze i cˇetiriju dusˇicˇnih baza; (desno) cˇetiri moguc´e baze u DNK molekuli cˇine
specificˇne parove (AT i CG) izmedu dviju komplementarnih zavojnica. [1]
Jedinstvena svojstva DNK molekule u najvec´em su dijelu rezultat njene fasci-
nantne sekundarne strukture. Strukturu molekule razjasnili su J. D. Watson i F. H.
C. Crick 1953. godine, koristec´i se mjerenjima difrakcije X-zraka za odredeni oblik
DNK molekule nazvan B-DNK. Otkrili su da je DNK molekula sacˇinjena od dva poli-
nukleotidna lanca zavijena jedan oko drugog u dvostruku zavojnicu radijusa RD ∼ A˚.
Lanci su medusobno povezani vodikovim vezama izmedu baza na suprotnim zavojni-
cama i to tako da se adenin uvijek vezˇe s timinom, a gvanin s citozinom, pa su dvije
zavojnice DNK molekule komplementarne. Genetski je kod, dakle, odreden s tocˇnom
sekvencom podudarnih parova baza duzˇ poliesterskog lanca. Na slici 2.2 prikazani
su razlicˇiti pogledi strukture B-DNK molekule. [1]
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Slika 2.2: Prikazi B-DNK: a) kugla i sˇtap model DNK molekule. Period zavojnice je ∼= 34 A˚.
b) Struktura dvostruke zavojnice B-DNK. c) Tlocrtni prikaz B-DNK, s promjerom ∼= 20 A˚. d)
AFM1 slika jedne DNK molekule adsorbirane na lizinom2 funkcionaliziranoj povrsˇini tinjca3.
Slika 2.3: Elektronski mikrograf genoma λ bakteriofaga. [4]
Pri fiziolosˇkim uvjetima DNK molekula poprima oblik neuredene zavojnice, sˇto
znacˇi da ako se bilo koja dva dijela molekule priblizˇe na udaljenost manju od 1 nm,
dolazi do snazˇnog odbijanja koje je posljedica negativne nabijenosti DNK molekule.
No, ako se u razrijedenoj vodenoj otopini nalazi i mala koncentracija polivalentnih
kationa, ista se DNK molekula kondenzira u cˇvrsto pakirane toruse. Primjer takve
kondenzacije DNK molekule prikazan je na slici 2.3. Dakle, DNK molekula privlacˇi
samu sebe u sˇirokom spektru razlicˇitih otopina, od kojih se mnoge lako realiziraju in
vivo. Takvo se privlacˇenje makro-iona u prisustvu polivalentnih kontra-iona4 protivi
1eng. Atomic Force Microscopy, mikroskopija atomskih sila
2Lizin je esencijalna aminokiselina koja sudjeluje u izgradnji bjelancˇevina.
3Tinjci su grupa silikatnih materijala razlicˇitog sastava.
4eng. counterion, ioni suprotnog naboja u otopini ili drugom elektrokemijskom sustavu
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intuitivnom shvac´anju elektrostatike. Razumijevanje nekih od takvih fenomena koji
su uzrok ponasˇanja makro-iona u otopinama mozˇe se ostvariti u okviru teorija sred-
njeg polja, dok neki drugi fenomeni zahtijevaju i eksplicitno ukljucˇivanje korelacija
u teoriju. Iako teorija srednjeg polja za interakciju jednako nabijenih makro-iona
vodi na odbojne sile koje monotono padaju, za razumijevanje porijekla privlacˇenja
mora se zapocˇeti s Poisson-Boltzmannovom (u daljnjem tekstu, PB) teorijom srednjeg
polja. [4]
2.2 Poisson-Boltzmannova teorija
Formalno, PB teoriju srednjeg polja mozˇemo izvesti tako da aproksimiramo slobodnu
energiju otopine makro-iona, kontra-iona i soli sljedec´im funkcionalom ionske kon-
centracije [4]:
FFB({ni}) =
∫
dr
{
1
2
ρΨ + kT
∑
i
ni ln(ni/n0)
}
. (2.1)
Drugi cˇlan je usrednjeni entropijski doprinos slobodnoj energiji iona, gdje je ni kon-
centracija i-te ionske vrste s nabojem zie, a n0 odreduje minimum potencijala. Prvi
cˇlan je elektrostatska energija, gdje je gustoc´a naboja ρ(r) zbroj gustoc´a naboja
makro-iona i pokretnih iona:
ρ(r) = ρmakro(r) +
∑
i
zieni(r). (2.2)
Lokalni elektrostatski potencijal je Ψ(r). Gustoc´a naboja i potencijal povezani su
Poissonovom jednadzˇbom, −∇2Ψ = (4pi/ε)ρ(r), gdje je ε dielektricˇna konstanta vo-
denog medija u kojem su ioni otopljeni. Minimizacija jednadzˇbe 2.1 s obzirom na
ionske koncentracije vodi na uvjet da iste zadovoljavaju Boltzmannovu distribuciju.
Eksplicitno, koristec´i Poissonovu jednadzˇbu, dobiva se relacija [4]:
∇2Ψ = −4pien0
ε
∑
i
ziexp (−zieΨ/kT ) (2.3)
za potencijal izvan povrsˇine makro-iona. Ovakva se nelinearna diferencijalna jed-
nadzˇba, poznata kao Poisson-Boltzmannova, rjesˇava uz rubni uvjet da je elektricˇno
polje E = −∇Ψ na povrsˇini makro-iona konzistentno s fiksnom povrsˇinskom gustoc´om
naboja σ, tj. −∇Ψ = (4pi/ε)σ.
Elektrostatska vlastita energija5 makro-iona racˇuna se uvrsˇtavanjem PB jednadzˇbe
u jednadzˇbu 2.1 za izolirani makro-ion te potom oduzimanjem slobodne energije
sa svim nabojima postavljenim na nulu. Kad se takva racˇunica provede za model
nabijenog sˇtapa, elektrostatska vlastita energija ispada pozitivna, buduc´i da prirast
u entropijskoj slobodnoj energiji induciran ogranicˇenjem iona blizu sˇtapa premasˇuje
smanjenje njihove elektrostatske energije. [4]
5eng. electrostatic self-energy
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Za velike udaljenosti, bezdimenzionalni elektrostatski potencijal eΨ(r)/kT izmedu
makro-iona malen je u odnosu na jedinicu i PB jednadzˇba se reducira na Debye-
Huckelovu (u daljnjem tekstu DH) jednadzˇbu, koja ima Helmholtzov oblik:
∇2Ψ = z2κΨ. (2.4)
Debyeva duljina zasjenjenja je κ−1(κ2 ≡ 8piλBn0), gdje je λB ≡ e2/εkT Bjerru-
mova duljina, a z je jacˇina od zi. Jednadzˇbu 2.4 trivijalno je rijesˇiti za dva pa-
ralelna linijska naboja gustoc´e λ razmaknuta za r, a to se rjesˇenje mozˇe iskoristiti
pri izracˇunu sile na sˇtap. U tom se slucˇaju integrira tenzor naprezanja preko cilin-
dricˇne povrsˇine izvan sˇtapa s radijusom dovoljno velikim u odnosu na κ−1 tako da
DH aproksimacija bude zadovoljena. Na taj se nacˇin dobiva efektivna interakcija
V (r) ≈ (2λ∗/ε)(pi/2κr)1/2exp(−κr), za κr  1. Ovdje je λ∗ efektivan ili reduciran
naboj po jedinici duljine cˇija veza s originalnom gustoc´om naboja λ dolazi iz potpu-
nog rjesˇenja PB jednadzˇbe. Za b < λB, gdje je b udaljenost izmedu fiksnih naboja na
sˇtapu, omjer λ∗/λ jednak je Manning-Oosawinom parametru ξ ≡ λB/b, a inacˇe jedi-
nici. Slicˇan racˇun za sferne makro-ione pokazuje da je efektivan naboj z∗e izolirane
sfere jednak originalnom naboju ze. S druge strane, za nabijene plohe reducirana
plosˇna gustoc´a naboja efektivno je jednaka nuli. [4]
Prema gore navedenome, u PB teoriji efekt je pokretnih kontra-iona i ko-iona dvo-
jak. Prvo, kontra-ioni reduciraju efektivan naboj koji djeluje na makro-ione. Drugo,
pokretni ioni s oba predznaka djeluju tako da zasjenjuju naboj makro-iona. For-
malno, oni proizvode eksponencijalno opadajuc´i elektricˇni potencijal na velikim uda-
ljenostima. Kao rezultat, interakcija izmedu dva identicˇna makro-iona uvijek ostaje
odbojna, iako s manjom jacˇinom (relativno na originalnu vrijednost koja se pojavljuje
bez prisustva pokretnih iona). Dio odgovora na pitanje zasˇto postoji jaka privlacˇna
interakcija izmedu nabijenih makro-iona poput DNK slijedi iz ispitivanja koncepta
kondenzacije kontra-iona, ideje koju su, neovisno jedan o drugom, razvili Fumio
Osawa i Jerry Manning u kasnim 60-im godinama 20. stoljec´a. Kondenzacija kontra-
iona ovisi o odnosu energijskog i entropijskog doprinosa u minimizaciji slobodne
energije pokretnih naboja blizu izoliranog makro-iona. [4]
Za cilindricˇnu geometriju, kulonska potencijalna energija koja privlacˇi kontra-
ione prema nabijenom sˇtapu ovisi logaritamski o udaljenosti od sˇtapa, dok se jacˇina
privlacˇenja skalira s gustoc´om naboja sˇtapa. Entropija kontra-iona, buduc´i da ovisi
logaritamski o koncentraciji, takoder ovisi logaritamski o udaljenosti od sˇtapa. Koji
c´e doprinos prevagnuti ovisi stoga o gustoc´i naboja cilindricˇnog sˇtapa. Kriticˇna vri-
jednost naboja po jedinici duljine je e/λB, gdje je λB Bjerrumova duljina, udaljenost
pri kojoj je kulonska interakcija izmedu dvaju fundamentalnih naboja jednaka ter-
malnoj energiji kT. Kondenzacija kontra-iona dogada se kada je udaljenost izmedu
naboja b dovoljno malena tako da bezdimenzionalni omjer ξ premasˇuje jedinicu. Kad
god je ξ > 1, reducirani naboj sˇtapa jednostavno je originalna vrijednost podijeljena
6
s ξ6. [4]
Neovisno o plosˇnoj gustoc´i naboja, za plosˇnu geometriju fiksnih naboja, kontra-
ioni su uvijek kondenzirani. Takva situacija nastaje jer elektrostatska energija varira
linearno s udaljenosˇc´u i stoga uvijek nadmasˇuje entropijski doprinos. Obratno, za
izolirani sferni makro-ion, kontra-ioni uvijek ostaju slobodni jer trodimenzionalni
kulonski potencijal opada inverzno s udaljenosˇc´u. [4]
Dva su mehanizma identificirana koja vode na pojavu privlacˇnih djelovanja uz
medijaciju kontra-iona. Prvi mehanizam ukljucˇuje korekcije u obliku Gaussovih fluk-
tuacija u PB teoriju srednjeg polja. Ovaj privlacˇni cˇlan mozˇe se smatrati Casimirovom
silom, analognom van der Waalsovim interakcijama izmedu molekula. Za molekule,
bitne fluktuacije u polozˇaju su kvantno-mehanicˇke prirode, dok su za disolvirane
makro-ione statisticˇke prirode. [4]
Drugi mehanizam fokusira se na elektrostatske korelacije kratkoga dosega izmedu
kontra-iona. Koristec´i se kombinacijom racˇunalnih simulacija i analiza pojednostav-
ljenih modela, dobiva se kratkodosezˇna interakcija cˇija se snaga privlacˇenja povec´ava
smanjivanjem temperature. [5, 6] Ovaj oblik interakcije povezan je sa silama koje,
prema prethodnim istrazˇivanjima, sugeriraju da bi, na dovoljno niskim temperatu-
rama, kontra-ioni trebali formirati samouredeni dvodimenzionalni Wignerov kristal7
i da bi se dvije pokretne povrsˇinske resˇetke trebale medusobno privlacˇiti. [7] Tempe-
raturni prag snazˇno ovisi o valenciji kontra-iona.
2.3 Lipidi i liposomi
Lipidi su skup biomolekula koje biokemicˇari definiraju kao tvari netopljive u vodi koje
mogu biti izdvojene iz stanica organskim otapalima niske polarnosti. To su organske
tvari razlicˇite kemijske grade, a ukljucˇuju masti, ulja, voskove, monogliceride, digli-
ceride, trigliceride, fosfolipide i druge. Osim sˇto djeluju kao strukturna komponenta
stanicˇne membrane, sluzˇe pohrani energije i signalizaciji. Masti, a posebno fosfoli-
pidi, vazˇni su kao glavni konstituenti u svim biolosˇkim membranama gdje odvajaju
njihovu unutrasˇnjost od vanjskog svijeta i definiraju organele s njihovim specificˇnim
funkcijama u stanici. Fosfolipidi sadrzˇe dvije acilne skupine (s obicˇno 14 do 24 ug-
ljikova atoma) povezane s glicerolnom skupinom, a trec´u estersku vezu cˇini fosfatna
skupina. Lanci masnih kiselina mogu biti zasic´eni ili nezasic´eni. Na slici 2.4 shemat-
ski su prikazane strukture cˇetiriju lipida, pozitivnog DOTAP-a, neutralnih DOPE-a i
DOPC-a, te negativno nabijenog DOPS-a. DOTAP je, za razliku od ostala tri, sinteticˇki
pripremljen lipid koji dijeli neka od svojstava s prirodnim lipidima, ali nosi, prirodno
rijedak, pozitivan naboj. Cˇesto se koristi kao komercijalni reagens za kationsku li-
pidnu transfekciju. [1]
6Za DNK na sobnoj temperaturi ξ = 4.2.
7Wignerov kristal je specificˇna kristalinicˇna faza u kojoj se mogu nac´i elektroni na dovoljno niskim
temperaturama
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Slika 2.4: Shematska ilustracija cˇetiriju lipida: pozitivno nabijeni DOTAP, neutralni DOPE i
DOPC, te negativno nabijeni DOPS. Za DOTAP, prikazan je i prostorni model jedne od tipicˇnih
konfiguracija. [1]
Lipidi su, opc´enito, hidrofobne ili ampifilne molekule. Ampifilna priroda lipidnih
molekula omoguc´ava im tvorbu razlicˇitih struktura kao sˇto su vezikuli ili liposomi.
Liposomi su fluidne vezikularne strukture koje se formiraju akumulacijom lipida koji
medudjeluju jedan s drugim na energetski povoljan nacˇin, a ovisno o svojoj struk-
turi i kompoziciji otopine mogu razdvajati hidrofobne i hidrofilne molekule od oto-
pine. Buduc´i da imaju dinamicˇka svojstva i da su relativno jednostavni za manipu-
laciju, cˇesto su koriˇsteni u analiticˇkim znanostima i pri prijenosu lijekova, ali i gena
u genskoj terapiji. Od njihova prvog objavljenog koriˇstenja 1964. godine, kada su
ih Bangham i Horne otkrili prilikom istrazˇivanja fosfolipida elektronskim mikrosko-
pom, vrijednost i prakticˇnost funkcija liposoma sˇiroko je prepoznata i kontinuirano
unapredivana. [8]
Slika 2.5: Shematska ilustracija procesa formiranja liposoma. [9]
Liposomi su obicˇno formirani spontanim spajanjem otopljenih lipidnih molekula,
od kojih svaka ima hidrofilnu glavu i hidrofoban rep. Spajanje lipida daje entropijski
povoljnija stanja nizˇe slobodne energije pa se stvaraju bimolekularni lipidni spojevi,
sˇto je shematski prikazano na slici 2.5. Takvi su spojevi karakterizirani spojem hidro-
fobnih hidrokarbonskih repova koji gledaju jedan prema drugome i hidrofilnim gla-
vama koje gledaju prema vani. U ovom trenutku, stvaranje dvosloja josˇ uvijek je ener-
getski nepovoljno buduc´i da su hidrofobni dijelovi josˇ uvijek u kontaktu s vodom, a
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taj se problem nadilazi zakrivljenosˇc´u formirajuc´eg dvosloja da bi se konacˇno stvorio
zatvoreni vezikul (2.5). [9] Ovo je samouredenje pogonjeno smanjenjem slobodne
energije stabilno i koriˇsteno kao moc´an mehanizam inzˇenjeringa liposoma. [10]
2.4 Kationski liposomi i kompleksi lipida i DNK
Kationski lipidi obicˇno zadrzˇavaju pozitivan naboj preko jednog ili viˇse amina8 prisut-
nih u polarnoj glavi lipida. Prisutnost pozitivno nabijenih amina potpomazˇe vezanje
s anionima, poput onih u DNK molekuli.
Otopina kationskih lipida, cˇesto formirana s pomoc´nim neutralnim lipidima, mozˇe
se pomijesˇati s DNK i tako nastaje pozitivno nabijen kompleks, nazvan lipopleks. [11]
Iako svaki lipid ima drugacˇije strukturalne aspekte, koji daju i drugacˇije karakteristike
cˇitavom kompleksu, osnovna struktura kationskih lipida oponasˇa kemijske i fizikalne
atribute biolosˇkih lipida. Pozitivan naboj na polarnoj glavi olaksˇava spontanu elek-
trostatsku interakciju s DNK, kao i vezanje rezultirajuc´eg lipopleksa na negativno
nabijene komponente stanicˇne membrane prije unosa kompleksa u stanicu. [12,13]
S fizikalnog aspekta, lipopleksi su uredeni, spontano nastali kompozitni agregati.
Njihovu formaciju pokrec´e snazˇno elektrostatsko privlacˇenje koje je, kao sˇto je vec´
recˇeno, prac´eno otpusˇtanjem malih, pokretnih kontra-iona u otopini. Takva kom-
pleksacija uzrokuje porast translacijske entropije kontra-iona. Porast je najvec´i pri tzv.
izoelektricˇnoj tocˇki, kada je ukupan naboj lipida jednak ukupnom DNK naboju. [14]
Nuzˇni koraci pri uspjesˇnom umetanju nukleinskih kiselina u stanicu zahtijevaju
razlicˇita, cˇesto i medusobno iskljucˇujuc´a svojstva lipopleksa. Na primjer, velike koli-
cˇine kationskih lipida olaksˇavaju vezanje na povrsˇinu stanice, ali istovremeno pove-
c´avaju citotoksicˇnost. [15] Nadalje, lipopleksi moraju biti dovoljno stabilni da izdrzˇe
putovanje do i preko membrane u unutrasˇnjost stanice, ali, jednom kada su unutar
stanice, moraju biti dovoljno ’krhki’ da mozˇe doc´i do dekompozicije i otpusˇtanja DNK
sadrzˇaja u citoplazmu. [16] Stoga je razumijevanje faktora koji definiraju energijska,
strukturalna i termodinamicˇka svojstva lipopleksa kljucˇno za optimiziranje njihove
transfekcijske efikasnosti. [17]
Vec´ina se lipida u vodenoj otopini ureduje u planarne dvosloje, cˇesto se zatva-
rajuc´i u vezikule, dok se drugi lipidi ureduju u inverzno-heksagonalnu fazu. I dok
su lipidni slojevi koji cˇine ove strukture mekani agregati, DNK je kruta molekula
sa zanemarivom strukturalnom fleksibilnosˇc´u. Stoga je struktura kompleksa lipida i
DNK diktirana svojstvima molekularnog pakiranja lipida, koji mogu promijeniti svoju
geometriju nakon kompleksacije. Rezultirajuc´a geometrija lipopleksa reflektira ba-
lansiranje izmedu svojstava pakiranja lipida i elektrostatske interakcije s DNK. [14]
U ranim proucˇavanjima kompleksa pretpostavljano je da se liposomi ne mijenjaju
vezanjem s DNK, medutim, elektronska mikroskopija je ukazala na drasticˇnu reorga-
8Amini su organski spojevi, derivati amonijaka, u kojima su atomi vodika zamijenjeni organskim
grupama.
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nizaciju liposoma i kompletnu enkapsulaciju DNK molekule. [18, 19] Eksperimenti
su otkrili bogati polimorfizam nastalih agregata i dali priblizˇne informacije o njihovoj
velicˇini i obliku. Temeljeno na vizualnoj pojavi, neke od opazˇenih struktura dobile su
slikovita imena, kao na primjer ”sˇpageti” ili ”mesne okruglice”. [20]
Slika 2.6: Shematski prikazi unutarnje strukture lipopleksa nacˇinjeni pomoc´u podataka rend-
genske difrakcije. A) Lamelarna faza kompleksa. B) Invertirana heksagonalna faza kom-
pleksa. C) Recentno otkrivena heksagonalna faza kompleksa s DNK umetnutom u intersticije
sa simetrijom pcˇelinjeg sac´a. [21]
Slika 2.7: Ovisnosti difuzijskog koeficijenta fluorescentno oznacˇenog βApr-1-neo plazmida o
omjeru koncentracija DOTAP-a i DNK za razlicˇite molarne koncentracije DOTAP-a u lipidnom
agregatu. [22]
Nije prosˇlo dugo dok su proucˇavanja rendgenskom difrakcijom dala strukturalne
informacije i otkrila da su lipopleksi periodicˇke strukture i DNK molekule i lipidnih
slojeva, te da postoje dva ”kanonska” nacˇina pakiranja: lamelarni i heksagonalni.
Shematski prikazi struktura kompleksa napravljeni pomoc´u podataka dobivenih sin-
krotronskom rendgenskom difrakcijom prikazani su na slici 2.6. Na slici je prikazana
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i shema josˇ jednog heksagonalnog pakiranja u kojem su DNK molekule umetnute na
intersticijska mjesta sa simetrijom pcˇelinjeg sac´a. [14]
Kao sredstvo za vizualizaciju kompleksacije uspjesˇnom se pokazala metoda flu-
orescencijske korelacijske spektroskopije, bazirana na fluktuacijskoj analizi fluores-
centnog intenziteta i sposobna odrediti difuzijske koeficijente pojedinacˇne molekule.
Buduc´i da su difuzijski koeficijenti korelirani s oblikom i velicˇinom fluorescentno
oznacˇene molekule, ta metoda pruzˇa informacije o konformacijskim promjenama u
agregatima nastalim kompleksacijom. Kao primjer proucˇavanja kompleksacije, na
slici 2.7 prikazana je ovisnost difuzijskog koeficijenta fluorescentno oznacˇenog βApr-
1-neo plazmida9 o omjeru koncentracija liposoma i DNK. DNK molekula oznacˇena
je s PicoGreen fluorescentnom bojom. Ovisnosti su prikazane za razlicˇite udjele ka-
tionskog DOTAP-a u lipidnom agregatu. Vidljivo je da se difuzijski koeficijent ne
mijenja kada se plazmid mijesˇa s neutralnim liposomima. Rezultati pokazuju da flu-
orescentna korelacijska spektroskopija omoguc´ava dobivanje izravnih informacija o
supramolekularnim interakcijama koje se tesˇko dobivaju s drugim eksperimentalnim
tehnikama. [22]
9Plazmid je mala DNK molekula unutar stanice koja je fizicˇki odvojena od kromosomske DNK i
mozˇe se neovisno o njoj replicirati.
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3 Metode i materijali
3.1 Fluorescencija
Luminiscencija je emisija svjetlosti iz bilo koje tvari i dogada se iz elektronski pobu-
denih stanja. Dijeli se formalno na fluorescenciju i fosforescenciju, ovisno o tome je li
pobudeno elektronsko stanje singletno ili tripletno. Osnovno stanje vec´ine molekula
je singletno (molekula kisika je primjer iznimke) pa se pobudeni singletni elektron
brzo relaksira u osnovno stanje uz emisiju fotona, buduc´i da takav prijelaz cˇuva uku-
pan spin. S druge strane, pri fosforescenciji, krsˇe se kvantno-mehanicˇka izborna
pravila promjenom ukupnog spina, pa su vremena zˇivota takvih elektrona znatno
duzˇa. [23]
Slika 3.1: Jablonski dijagram s naznacˇenim osnovnim i pobudenim stanjima te vibracijskim
nivoima. Prikazano je i tripletno stanje. Pune obojene strelice indiciraju ekscitaciju/emisiju
fotona, crne tocˇkaste internu konverziju, dok puna crna strelica indicira prijelaz u tripletno
stanje. [23]
Najcˇesˇc´i nacˇin prikazivanja procesa pri apsorpciji i emisiji svjetlosti jest pomoc´u
Jablonski dijagrama. Tipicˇan Jablonski dijagram prikazan je na slici 3.1. Osnovno
stanje i pobudena stanja oznacˇena su slovima S0, S1, S2, a vibracijski nivoi s v1,
v2, v3. Apsorpcijski prijelaz dogada se na femtosekundnoj vremenskoj skali i obicˇno
podizˇe jedan od elektrona u viˇse vibracijsko stanje. Nakon apsorpcije, molekula mozˇe
dozˇivjeti proces interne konverzije u kojem se elektron relaksira u nizˇa vibracijska sta-
nja. U tom se procesu, koji se dogada na pikosekundoj vremenskoj skali, ne oslobada
foton i energija se gubi u obliku topline. Buduc´i da se fluorescencija dogada na nano-
sekundoj skali, vec´ina c´e elektrona imati vremena stic´i do najnizˇeg vibracijskog nivoa
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pobudenog elektronskog stanja. Iz tog se stanja elektron mozˇe relaksirati u osnovno
stanje uz emisiju fluorescentnog fotona. Na slici je naznacˇen i proces fosforescencije.
Drugi nacˇin ilustriranja fluorescencije jest pomoc´u apsorpcijskih i emisijskih spek-
tara. Na slici 3.2 prikazani su apsorpcijski i emisijski spektar molekule cijanina 5 (u
daljnjem tekstu Cy5). Cijanin je fluorofora, fluorescentni kemijski spoj koji re-emitira
svjetlost nakon ekscitacije, a koristi se kao boja koja se kovalentno vezˇe na makro-
molekulu i tako djeluje kao marker pri fluorescentnom oslikavanju ili spektroskopiji.
Mozˇe se primijetiti da su apsorpcijski i emisijski spektar Cy5 gotovo zrcalni jedan
drugome sˇto se mozˇe objasniti cˇinjenicom da vibracijski nivoi u osnovnom stanju
nisu znacˇajno promijenjeni izmedu apsorpcije i emisije. Takoder, vidljivo je da flu-
orescentni foton ima nizˇu energiju od ekscitacijskog fotona, a ta se energijska razlika
naziva Stokesov pomak.
Slika 3.2: Fluorescentni spektar florofore Cy5. [24]
3.2 Fluorescencijska korelacijska spektroskopija
Fluorescencijska korelacijska spektroskopija (u daljnjem tekstu FCS) eksperimen-
talna je metoda korelacijske analize fluktuacija fluorescencijskog intenziteta i pred-
stavlja jednu od mnogih metoda analiziranja ekstremno niskih koncentracija biomo-
lekula pri visokoj prostornoj i vremenskoj rezoluciji. U kontrastu s drugim fluores-
cencijskim tehnikama, parametar od primarnog interesa nije sam emisijski intenzi-
tet, vec´ radije spontane fluktuacije intenziteta uzrokovane minimalnim devijacijama
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malog sustava od termalne ravnotezˇe. Uz pomoc´ FCS-a mogu se upravo iz takvih
fluktuacija odrediti fizicˇki parametri kao sˇto su lokalna koncentracija ili difuzijski ko-
eficijenti. [25] Sama se tehnika razvila 70.-ih godina kao poseban slucˇaj relaksacijske
analize. Klasicˇne relaksacijske metode induciraju odredenu vrstu vanjskih perturba-
cija kao sˇto su temperatura ili tlak i izvlacˇe informacije o kineticˇkim parametrima
sustava iz procesa njegova povratka u ravnotezˇno stanje. Novost u FCS metodi u
odnosu na te klasicˇne tehnike je iskoriˇstavanje vrlo malih spontanih fluktuacija fizi-
kalnih parametara koji su na neki nacˇin povezani s fluorescencijom molekula. Fluktu-
acije mogu biti kvantificirane u njihovoj snazi i trajanju vremenskim autokoreliranjem
snimljenog signala intenziteta, matematicˇkom procedurom po kojoj je tehnika dobila
ime. Autokorelacijska analiza pruzˇa mjeru samo-slicˇnosti vremenskog niza signala i
stoga opisuje postojanost informacije koju signal nosi.10 [23]
Slika 3.3: Shematski prikaz konceptualne osnove FCS-a i konstrukcije autokorelacijske funk-
cije. [26]
Jedan od glavnih koncepata FCS-a jest postizanje sˇto manjeg broja opazˇenih mo-
lekula, tako da svaka od njih znatno doprinosi mjerenom signalu.11 U tu se svrhu
koriste efikasne fluorescentne boje, snazˇni i stabilni izvori svjetlosti kao sˇto su la-
seri, te ultra osjetljivi detektori s jednofotonskom osjetljivosˇc´u. Najvec´i napredak
postignut je kombiniranjem FCS-a s konfokalnom detekcijom, kod koje se laserska
svjetlost snazˇno fokusira objektivom visoke numericˇke aperture12 do difrakcijskog li-
mita. Samo je nekoliko obojenih molekula unutar osvijetljenog podrucˇja pobudeno.
Kako bi se dodatno ogranicˇio detekcijski volumen u ravninu slike postavlja se iris
(eng. pinhole), koji blokira svjetlost izvan podrucˇja fokusa. Detekcijski se volumen
10Autokorelacija je mjera slicˇnosti signala sa samim sobom u razlicˇitim vremenskim trenutcima.
11Kada je broj molekula velik, fluktuacije su premale u odnosu na ukupni signal da bi bile razlucˇene.
12Numericˇka apertura opticˇkog sustava bezdimenzionalan je broj koji opisuje raspon kuteva na
kojima sustav mozˇe primati ili emitirati svjetlost.
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mozˇe limitirati na manje od jednog femtolitra pa su koncentracije u nanomolarnom
podrucˇju optimalne za obavljanje mjerenja. U tim su uvjetima fluktuacije signala
inducirane difuzijom molekula u i izvan fokalnog volumena dovoljno velike da pro-
izvedu dobre signal-ˇsum omjere. [27]
Konceptualna osnova FCS-a ilustrirana je na slici 3.3. U ravnotezˇi, fluorescentne
molekule prenose se difuzijom ili tokom kroz otvoreno i osvijetljeno podrucˇje opser-
vacije ili dozˇivljavaju prijelaze izmedu stanja razlicˇitog fluorescentnog doprinosa. To
uzrokuje temporalne fluktuacije u mjerenom fluorescencijskom intenzitetu. Fluktu-
acije δF u fluorescenciji F (t) od prosjecˇne fluorescencije 〈F 〉 autokorelirane su kao
G(t). Autokorelacijska funkcija, koja mjeri prosjecˇno trajanje fluktuacije fluorescen-
cije, opada s vremenom, a brzina i oblik opadanja povezani su s mehanizmima i
brzinama procesa koji generiraju same fluktuacije.
Slika 3.4: Ilustracija fluktuacija fluorescentnog signala. [27]
U FCS-u razmatraju se korelacije izmedu fluorescentnog intenziteta i istog inten-
ziteta u nekom trenutku τ kasnije, odnosno izmedu fluktuacije intenziteta i fluktu-
acije intenziteta u trenutku τ kasnije. Ilustracija fluktuacija signala vidljiva je na slici
3.3, a detaljnije je prikazana na slici 3.4 na kojoj je naznacˇen i vremenski pomak
τ . Vremenske korelacije intenziteta samog sa sobom ili autokorelacije definirane su
kao:
G(τ) =
〈F (t)F (t+ τ)〉
〈F 2〉 (3.1)
g(τ) =
〈δF (t)δF (t+ τ)〉
〈F 2〉 (3.2)
gdje je veza izmedu G(τ) i g(τ):
G(τ) = 1 + g(τ). (3.3)
Ne-normalizirana autokorelacija vremenskog niza podataka dana je kao:
g(τ) =
1
T
∫ T
0
δF (t)δF (t+ τ)dt (3.4)
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gdje je T ukupno vrijeme snimanja. Na slici 3.5 shematski je prikazano racˇunanje
autokorelacije iz skupa podataka za jednu molekulu. Kada se radi o eksperimental-
nom odredivanju autokorelacijske funkcije u obzir se moraju uzeti koriˇstena vremena
integracije (sˇirine intervala po kojima se zbraja), te vremenske skale fluktuacija od
interesa. Autokorelacijska funkcija mozˇe se odrediti koristec´i hardverski korelator.
On biljezˇi fluktuacije u intenzitetu, zatim ih pohranjuje, mnozˇi s fluktuacijama u kas-
nijim vremenima, te sve to zbraja i normalizira. Danasˇnja sofisticirana elektronika
dopusˇta variranje vremena integracije i sposobna je prikazati autokorelacijsku funk-
ciju u realnom vremenu za one vremenske odmake τ za koje je to moguc´e u tom
stadiju mjerenja. [27]
Slika 3.5: Shematski prikaz principa racˇunanja autokorelacije iz skupa podataka za jednu
molekulu (gore). Fluorescentni signal F (t) pomaknut je za korelacijsko vrijeme τ (u ovom
slucˇaju integracijsko vrijeme). Nakon toga, originalni i pomaknuti signal su pomnozˇeni, te
je integrirano podrucˇje pohranjeno kao vrijednost autokorelacijske funkcije u trenutku τ .
Vrijednosti autokorelacijske funkcije G(τ) zatim su prikazane na logaritamskoj skali korela-
cijskog vremena (dolje). [27]
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Ako se pretpostavi da sve fluktuacije nastaju samo zbog promjena u lokalnoj kon-
centraciji δC unutar efektivnog volumena, varijacije se mogu zapisati kao:
δF (t) = κ
∫
V
Iex(r) · S(r) · δ(σ · q · C(r, t)) · dV. (3.5)
Pojedinacˇni parametri u gornjem izrazu uglavnom opisuju vjerojatnost pobudenja flu-
orescentne cˇestice unutar fokalnog volumena, te vjerojatnost naknadnog detektiranja
emitiranog fotona. Tu je κ ukupna efikasnost detekcije, Iex(r) je prostorna raspodjela
ekscitacijske energije s maksimalnom amplitudom I0, a S(r) je bezdimenzionalna
opticˇka transfer funkcija. Preostali cˇlan opisuje dinamiku fluorescentne cˇestice: δσ
opisuje fluktuacije u molekularnom apsorpcijskom presjeku, δq fluktuacije u kvant-
noj propusnosti, a C(r, t)) fluktuacije u lokalnoj koncentraciji cˇestica u trenutku t
(Brownovo gibanje). [27]
Da bi se gornja jednadzˇba pojednostavnila, koristi se konvolucija dvije bezdimen-
zionalne prostorne opticˇke transfer funkcije Iex(r)/I0 i S(r). Kao rezultat dobiva se
jedna funkcija PSF(r)13, koja opisuje prostornu distribuciju emitirane svjetlosti. Vrlo
uspjesˇan i cˇesto koriˇsten model PSF funkcije mjereni volumen opisuje trodimenzi-
onalnim gausijanom [28]:
PSF(r) = exp
(
2(x2 + y2)
ω20
− 2z
3
z20
)
. (3.6)
Preostali parametri κ, σ i q mogu se kombinirati s amplitudom I0 da bi dali parametar
koji odreduje broj fotona po detektiranoj molekuli po sekundi η0 = I0 · κ · σ · q. Ovaj
parametar mozˇe biti mjera signal-ˇsum omjera te se tako koristiti kao brza usporedba
kvalitete razlicˇitih postavki. Koristec´i navedene informacije, jednadzˇba 3.5 postaje:
δF (t) =
∫
V
PSF(r)δ(ηC(r, t))dV. (3.7)
Supstitucijom jednadzˇbe 3.7 u jednadzˇbu 3.2 dobiva se:
g(τ) =
∫ ∫
PSF(r)PSF(r′)〈δ(ηC(r, t))δ(ηC(r, t+ τ))〉dV dV ′(∫
PSF(r)〈δ(ηC(r, t))〉dV )2 . (3.8)
Izraz 3.8 bit c´e vrlo pojednostavljen ukoliko su ili koncentracija ili parametar η kons-
tantni za dani sustav. Pretpostavi li se prvo da se fluorescentna svojstva cˇestice ne
mijenjaju u vremenu, tj. da je δη = 0, uz separaciju δ(ηC(r, t)) = Cδη + ηδC jed-
nadzˇba 3.8 postaje:
g(τ) =
∫ ∫
PSF(r)PSF(r′)〈(δC(r, 0)δC(r′, τ)〉dV dV ′
(〈C〉 ∫ PSF(r)dV )2 (3.9)
Ponasˇanje fluktuacija koncentracije odredeno je difuzijskom jednadzˇbom:
13PSF (eng. Point Spread Function) je konvolucija profila intenziteta ekscitacijske svjetlosti s volu-
menom iz kojeg se skuplja fluorescencija.
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∂δC(r, t)
∂t
= D∇2δC(r, t) (3.10)
s rubnim uvjetom δC(r, t) = 0 u r = 0. Rjesˇenje uz primjenu Fourierove transforma-
cije je:
C˜(v, t) = C˜(v, 0)exp(−Dv2t) (3.11)
gdje je D koeficijent difuzije, neovisan o koriˇstenim postavkama sustava. Sada se
mozˇe izracˇunati tzv. autokorelacijska funkcija fluktuacija koncentracije, funkcija koja
povezuje fluktuacije u dvije proizvoljne tocˇke u prostoru, razmaknute za vremenski
interval τ :
〈δC(r, 0)δC(r′, τ)〉 = 1
(2pi)3/2
∫
d3ve−v·r
′〈δC(r, 0)C˜(v, t)〉. (3.12)
Koristec´i izraz 3.5, uz nesˇto racˇunanja, dobiva se:
〈δC(r, 0)δC(r′, τ)〉 = 〈C〉
(4piDτ)−3/2
· e− (r−r
′
)
4Dτ . (3.13)
Slijedi:
g(τ) =
1
〈C〉(4piDτ)−3/2
∫ ∫
PSF(r)PSF(r′) · e− (r−r
′
)
4Dτ dV dV ′(∫
PSF(r)dV
)2 . (3.14)
Koristec´i se definicijom efektivnog fokalnog volumena [27]:
Vef =
(∫
PSF(r)dV
)2∫
PSF(r)dV
= pi3/2 · ω20 · z0 (3.15)
te vezom izmedu lateralnog vremena difuzije τD i koeficijenta difuzije:
τD =
ω20
4D
, (3.16)
za autokorelacijsku funkciju jedne slobodno difundirajuc´e vrste molekula dobiva se:
g(τ) =
1
Vef〈C〉 ·
1(
1 + τ
τD
) · 1√
1 +
(
ω0
z0
)2
· τ
τD
. (3.17)
Prvi faktor u gornjoj jednadzˇbi inverz je prosjecˇnog broja cˇestica 〈N〉 unutar fokalnog
volumena. Koeficijent difuzije mozˇe se izracˇunati pomoc´u karakteristicˇnog vremena
opadanja korelacijske funkcije τD.
Izraz za autokorelacijsku funkciju izveden je uz pretpostavku da se fluorescentna
svojstva ne mijenjaju dok molekula prolazi kroz fokus lasera. U stvarnosti to nije
tako, a najcˇesˇc´i uzrok takvog ”treperenja” intenziteta fluorescencije je tranzicija u
prvo pobudeno tripletno stanje. Prema kvantnoj mehanici prijelazi takve vrste su
zabranjeni pa je vrijeme relaksacije relativno dugo. Tijekom tog intervala, molekula
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ne mozˇe emitirati fluorescentne fotone, pa se prekida inacˇe kontinuirana emisija
fluorescencije.
Umjesto ponovnog izracˇunavanja ispravne autokorelacijske funkcije za ovakve
blago izmijenjene uvjete, moguc´e je koristiti mnogo jednostavniju i opc´enitiju formu.
Ako intramolekularne ili intermolekularne reakcije uzrokuju fluktuacije intenziteta
na vremenskim skalama puno brzˇim od onih na kojima se dogadaju fluktuacije zbog
samog gibanja cˇestica, moguc´a je separacija dinamike:
gukupno(τ) = ggibanje(τ) ·Xtriplet(τ). (3.18)
Naravno, ovakva je pretpostavka valjana samo u slucˇaju da reakcije ne mijenjaju
koeficijent difuzije. [27]
Slika 3.6: Primjer autokorelacijske krivulje s brzom tripletnom dinamikom. [27]
Mozˇe se pokazati da se za tripletni dio autokorelacijske funkcije dobiva [27]:
Xtriplet(τ) =
1
1− T (1− T + T · e
− τ
τtriplet ) (3.19)
gdje je T udio molekula u tripletnom stanju, a τtriplet karakteristicˇno tripletno relak-
sacijsko vrijeme. Tripletni dio autokorelacijske funkcije manifestira se kao dodatno
”rame” u mjerenim krivuljama na kratkim vremenskim skalama. Primjer autokore-
lacijske krivulje s brzom tripletnom dinamikom prikazan je na slici 3.5. Potpuna
autokorelacijska funkcija za slobodnu cˇesticu jest:
gukupno(τ) =
(
1− T + T · e−
τ
τtriplet
1− T
)
· 1
Vef〈C〉 ·
1(
1 + τ
τD
) · 1√
1 +
(
ω0
z0
)2
· τ
τD
. (3.20)
Osim difuzije i tripletne dinamike, postoje i drugi mehanizmi koji mogu utjecati
na FCS mjerenja, no njih je tesˇko pridruzˇiti odredenoj vremenskoj skali.
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3.3 Mjerni uredaj
Opc´eniti konfokalni mjerni postav za fluorescencijsku korelacijsku spektroskopiju
shematski je ilustriran na slici 3.7. Svjetlost lasera prvo prolazi kroz opticˇko vlakno
koje sluzˇi ”procˇiˇsc´avanju” snopa rezanjem bilo kakvih nepravilnosti na rubovima
snopa, a to je bitno zbog postizanja sˇto pravilnijeg konacˇnog oblika volumena unu-
tar uzorka. Nakon opticˇkog vlakna svjetlost prolazi kroz kulimacijsku lec´u na kojoj
se sˇirina snopa prilagodava tako da prekrije cˇitavu povrsˇinu objektiva. Na taj se
nacˇin u potpunosti iskoriˇstava visoka numericˇka apertura objektiva i postizˇe se vec´a
razlucˇivost.
Slika 3.7: Eksperimentalni postav za fluorescentnu korelacijsku spektroskopiju. [27]
Slika 3.8: Shematski prikaz konfokalnog principa. Bijela tocˇka oznacˇava dio uzorka koji se
nalazi na fokalnoj ravnini lec´e. [29]
Prije nego sˇto dode do objektiva i fokusira se na uzorak, svjetlost lasera nailazi i na
dikroicˇko (dikromatsko) zrcalo koje reflektira lasersku svjetlost, a propusˇta fluores-
centnu. Fluorescentna svjetlost s uzorka skupljena je istim objektivom i propusˇtena
kroz dikroicˇko zrcalo i emisijski filter. Jedan ili viˇse emisijskih filtera potrebno je pos-
taviti na put fluorescentne svjetlosti buduc´i da je uspjeh blokiranja nezˇeljene (laser-
ske) svjetlosti dikroicˇkim zrcalom uglavnom vrlo slab. Fluorescentna svjetlost zatim
je uz pomoc´ lec´e fokusirana na iris i drugo opticˇko vlakno. Uloga irisa u konfokal-
nom postavu jest blokiranje bilo kakve svjetlosti emitirane izvan fokalnog podrucˇja,
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sˇto je shematski prikazano na slici 3.8. Bijelom tocˇkom oznacˇen je dio uzorka koji se
nalazi na fokalnoj ravnini lec´e i, buduc´i da je svjetlost emitirana s tog dijela uzorka
fokusirana tocˇno na iris, prikupljeni signal je visokog intenziteta. To je prikazano
srednjim dijagramom na slici. Svjetlost emitirana s dijela uzorka izvan fokalne rav-
nine lec´e fokusirana je s desne ili lijeve strane irisa i stoga je signal koji se sˇalje na
detektor slab (gornji i donji dijagram). Dakle, samo fluorescentna svjetlost iz malog
konfokalnog volumena prolazi kroz iris, iako je puno vec´i volumen uzorka osvijetljen.
Nakon irisa, svjetlost je fokusirana na detektor, a signal s detektora zatim je obraden
pomoc´u pripadne elektronike i prikazan na racˇunalu.
Slika 3.9: A) FCS postav sklopljen na Institutu za fiziku. Na slici se vide laser, razlicˇita zrcala,
opticˇko vlakno te kuc´iˇste s objektivom. U crnim kutijama nalaze se iris i detektor. B) Objektiv
i kutijice s uzorcima. C) Detektor. D) Izlazni dio postava s filtrom, irisom i opticˇkim vlaknom.
E) Regulatori temperature diode i struje kroz diodu.
Za potrebe ovog rada, FCS postav sklopljen je u Laboratoriju za lasersku spektro-
skopiju pri Institutu za fiziku. Razlicˇiti dijelovi koriˇstenog uredaja prikazani su na
slici 3.9.
Kao izvor svjetlosti koriˇsten je poluvodicˇki diodni laser valne duljine 632 nm. La-
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ser sadrzˇi termoelektricˇni modul za hladenje koji radi na principu Peltierovog efekta.
Regulatori temperature i struje kroz diodu prikazani su na slici 3.9 E.
Svjetlost lasera pomoc´u dvaju ravnih zrcala usmjerena je na ulaz opticˇkog vlakna.
Pomoc´u vijaka kojim se zrcala mogu zakretati gore-dolje i lijevo-desno namjesˇtana je
putanja laserske zrake kako bi se ista sˇto preciznije usmjerila na ulaz opticˇkog vlakna.
Na taj se nacˇin minimiziraju gubitci intenziteta zrake pri prolasku kroz vlakno. Pri
temperaturi diode od 20 ◦C i struji kroz diodu od 50 nA, mjeracˇem snage utvrdeno je
da je snaga na ulazu u vlakno priblizˇno 5.2 mW, dok je snaga na izlazu iz vlakna 1.52
mW. Dakle, na izlazu iz vlakna snaga zrake gotovo je 30 % pocˇetne, sˇto se pokazalo
sasvim dovoljno za potrebe provedenih FCS mjerenja.
Kao sˇto je prethodno vec´ spomenuto, nakon opticˇkog vlakna, zraka svjetlosti us-
mjerena je na kulimacijsku lec´u, a nakon toga, zraka se sustavom dvaju ravnih zrcala,
preko dikroicˇkog zrcala, dovodi na objektiv. Pri tome se, koriˇstenjem vijaka za po-
micanje zrcala, zraka nastoji sˇto preciznije usmjeriti na sredinu dikroicˇkog zrcala, a
samim time i na objektiv. Koriˇsten je objektiv visoke numericˇke aperture, NA = 1.2.
Prednji dio mjernog uredaja prikazan je na slici 3.9 A. Dikroicˇko se zrcalo mozˇe i po-
maknuti tako da laserska zraka prati put fluorescencijske svjetlosti nakon refleksije
na donjoj povrsˇini posudice za uzorke (slika 3.9 B). Taj polozˇaj zrcala koriˇsten je pri
namjesˇtanju visine objektiva prilikom mjerenja.
Fluorescentna svjetlost s uzorka zatim se pomoc´u josˇ jednog sustava ravnih zrcala
dovodi na lec´u koja dalje fokusira svjetlost na iris. Prije irisa, svjetlost prolazi kroz
emisijski filtar koji blokira nezˇeljenu lasersku svjetlost josˇ prisutnu u snopu. Vanjska
zrcala, kao i iris, imaju vijke kojima se njihov polozˇaj mozˇe fino namjesˇtati, a lec´a
se mozˇe horizontalno pomicati. Svi navedeni stupnjevi slobode namjesˇtani su tako
da se dobiju sˇto kvalitetnija mjerenja autokorelacije. Vanjski dio mjernog uredaja
prikazan je na slici 3.9 D.
Prolaskom kroz iris zraka se opticˇkim vlaknom promjera 100 µm dovodi na de-
tektor (slika 3.9 C). Koriˇsten je SPCM-AQRH (eng. Single Photon Counting Module)
detektor (Excelitas Technologies’) koji detektira pojedinacˇne fotone unutar intervala
valnih duljina od 400 do 1200 nm. Signal s detektora poslan je na PC karticu koja
sadrzˇi dijelove za tzv. TCSPC14 tehniku, tj. tehniku vremenski koreliranog brojanja
fotona koja je koriˇstena pri mjerenjima. Ta se tehnika bazira na detekciji pojedinacˇnih
fotona u nekom periodicˇkom svjetlosnom signalu, mjerenju vremena detekcije, te re-
konstrukciji profila vala iz individualnih mjerenja.
TCSPC modul povezan je s racˇunalom i dolazi s odgovarajuc´im softverom koji
ukljucˇuje postavke parametara, kontrolu mjerenja, kontrolu skeniranja, ucˇitavanje i
pohranjivanje mjerenih podataka te prikaz u 2-dimenzionalnom i 3-dimenzionalnom
modu. Pohrana podataka omoguc´ena je u ASCII formatu.
14eng. Time Correlated Single Photon Counting
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3.4 Materijali
Pri optimizaciji i testiranju eksperimentalnog postava koriˇstena je 5 mM otopina vec´
spomenute fluorofore Cy5, koja je pri mjerenjima dodatno razrjedivana, ovisno o
potrebi samog mjerenja. Cy5 je cˇesto koriˇsten kao standardna kontrola za analizu
difuzija FCS-om buduc´i da je difuzijski koeficijent Cy5 ekstenzivno proucˇavan i dobro
poznat.
DNK uzorci koriˇsteni pri mjerenjima obuhvac´ali su razlicˇite sinteticˇke DNK mo-
lekule s malim brojem parova baza. Rezultati prikazani u ovom radu odnose se na
dvostruko zavijene DNK molekule (BioVit) s 15 i 60 parova baza (u daljnjem tek-
stu DNK15 i DNK60). Priprema dvostrukih DNK molekula ukljucˇivala je sljepljivanje
jednostrukih komplementarnih DNK. Nakon sˇto su pomijesˇane otopine jednostrukih
DNK u omjeru 1 : 1, stavljene su u termoblok na 95◦C na 5 minuta, a zatim su ostav-
ljene da se hlade do sobne temperature kako bi se DNK lanci slijepili. Sljepljivanje
se izvrsˇava sporim hladenjem kako ne bi dosˇlo do nezˇeljenih sekundarnih struktura.
Koncentracija DNK molekula u otopini je 20 nM.
Kratica uzorka Opis uzorka
LP1 negativni liposomi sastava Pc : Chol = 7 : 5
LP2 pozitivni liposomi sastava Pc : Chol : DOTAP = 7 : 5 : 1
LP3
liposomi sastava Pc : Chol = 7 : 5 s ugradenim spojem 7 (5
mM), efikasnost ugradivanja 48 %
LP4
liposomi sastava Pc : Chol = 7 : 5 s ugradenim spojem 7 (10
mM), 1 mM Tris, efikasnost ugradivanja 21 %
LP5
pozitivni liposomi sastava Pc : Chol : DOTAP = 7 : 5 : 1, 1
mM Tris
Tablica 3.1: Kratice i opisi pojedinih liposomskih uzoraka koriˇstenih u mjerenjima.
Liposomski uzorci pripremani su na Imunolosˇkom zavodu u Laboratoriju za imu-
nokemiju i biokemiju hidratacijom tankog lipidnog filma. Pri eksperimentima opisa-
nim u radu koriˇstene su tri vrste liposomskih uzoraka: negativno nabijeni liposomi,
liposomi s ugradenim spojem 7 i pozitivno nabijeni (kationski) liposomi. Opisi svih
koriˇstenih uzoraka, zajedno s njihovim kraticama koriˇstenim u tekstu, dani su u ta-
blici 3.1. Uzorci s ugradenim spojem pripremljeni su tako da su fosfatidilkolin iz
jajeta i kolesterol u molarnom omjeru 7:5 otopljeni u sustavu otapala kloroform :
metanol = 1:1. U otopinu lipida zatim je dodan spoj 7 (adamantan-aminogvanidin)
otopljen u metanolu, tako da mu u liposomskoj suspenziji bude ukupna koncentra-
cija 5 mM (LP3) ili 10 mM (LP4). Nakon uparavanja otapala, lipidni film je hidra-
tiziran s puferom tako da koncentracija lipida bude 10 mg/mL. Koriˇsten je 10 mM
Tris pufer (LP3), odnosno 1 mM (LP4), u oba slucˇaja pH vrijednosti 7.5. Priprav-
ljeni liposomi ostavljeni su preko noc´i na 4 ◦C da se stabiliziraju i bubre. Liposomi
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su centrifugiranjem pri 3220 g, 75 min na 4 ◦C odvojeni od neugradenog mate-
rijala. Supernatanti su spremljeni, a liposomski talog resuspendiran je s puferom.
Velicˇina liposoma smanjena je viˇsestrukom ekstruzijom kroz membranu od 800 i 100
nm koriˇstenjem ekstrudera (LiposoFast, Avestin, Canada). Efikasnost ugradivanja
spojeva u liposome odredena je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije spoja u
supernatantima odvojenih centrifugiranjem iz liposomske suspenzije. Kolicˇina spo-
jeva u supernatantima odredena je iz standardnih pravaca, a kolicˇina ugradenog
materijala indirektno je izracˇunata oduzimanjem kolicˇine spojeva u supernatantima
od ukupne kolicˇine spojeva koriˇstenih za pripravu liposoma. Koncentracije spoja
koriˇstene za standardni pravac bile su u rasponu od 0.025-0.2 mg/mL. Supernatant
je razrijeden 100 puta. Apsorbancija je mjerena na 240 nm. U liposome se ugradilo
48 % spoja (LP3), odnosno 21 % (LP4).
Navedeni spoj kombinira dva strukturna fragmenta u istoj molekuli: adamantan-
ski fragment i derivat gvanidina. Kemijska struktura koriˇstenog spoja 7 prikazana
je na slici 3.10. Adamantanski fragment cˇesto je prisutan u strukturama razlicˇitih
bioaktivnih spojeva i to zahvaljujuc´i njegovim posebnim svojstvima koja ukljucˇuju
lipofilnost15, krutost strukture i malu napetost u molekuli, a time se poboljˇsava sta-
bilnost i distribucija spojeva u krvnoj plazmi i omoguc´ava laksˇi prolazak kroz stanicˇnu
membranu. S druge strane, gvanidini su poznati kao vazˇni gradevni elementi u sta-
nicama zˇivih organizama, pa je gvanidinska podjedinica dio aminokiseline arginina
te purinske baze gvanina. Gvanidin je jedna od najjacˇih organskih baza, a sastoji
se od ugljikovog atoma povezanog s trima dusˇikovim atomima, pri cˇemu su pri-
sutna dva aminska i jedan iminski dusˇik. Gvanidinske podjedinice prisutne su u
mnogim biolosˇki aktivnim molekulama, a neki od tih spojeva vec´ imaju svoju pri-
mjenu u klinicˇkom lijecˇenju. Gvanidini imaju svoju funkciju i kod transporta kroz
molekulske membrane zbog svoje interakcije s fosfatnim ili nekim drugim anionskim
podjedinicama prisutnim na povrsˇini stanica. Jako vezivanje vodikovim vezama te
elektrostatske interakcije koje gvanidini omoguc´uju prva su faza u procesima trans-
porta. Zbog navedenih svojstava derivati gvanidina imaju potencijalnu primjenu kao
nosacˇi bioaktivnih molekula kroz stanicˇnu membranu. [30]
Slika 3.10: Struktura spoja 7, adamantan-aminogvanidina.
15Lipofilnost je svojstvo nekih spojeva da se lako otapaju u uljima i mastima.
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Dva su nacˇina na koja se spoj 7 ugraduje u liposome: spoj se mozˇe ugraditi u vo-
denu unutrasˇnjost liposoma ili u sam lipidni dvosloj na povrsˇini liposoma. Ugradiva-
nje pozitivno nabijene gvanidinske grupe na povrsˇinu liposoma testira se reakcijama
liposoma s komplementarnim liposomima koji sadrzˇe negativno nabijene fosfatne
grupe ugradene na povrsˇinu. Komplementarni liposomi se medusobno povezuju, sˇto
rezultira stvaranjem divovskih liposoma te multikomponentnih liposomskih sustava.
Zbog svih navedenih razloga i zbog moguc´nosti interakcije s anionskim podjedini-
cama spoj 7 ugradivan je u liposomske uzorke i proucˇavana je moguc´a kompleksacija
s DNK molekulom. Ocˇekivani kompleks koji nastaje mijesˇanjem ovakvih liposoma s
DNK molekulom shematski je prikazan na slici 3.11. [31]
Slika 3.11: Shematski prikaz ocˇekivanog kompleksa lipida sa spojem 7 i DNK molekula.
Pozitivno nabijeni liposomi pripremljeni su tako da su fosfatidilkolin iz jajeta, ko-
lesterol i DOTAP u molarnom omjeru 7:5:1 otopljeni u sustavu otapala kloroform :
metanol = 1:1. Nakon uparavanja otapala, lipidni film je hidratiziran s 10 mM Tris
puferom (LP2), odnosno 1 mM (LP5), tako da koncentracija lipida bude 10 mg/mL.
Pripravljeni liposomi ostavljeni su preko noc´i na 4 ◦C da se stabiliziraju i bubre.
Velicˇina liposoma smanjena je viˇsestrukom ekstruzijom kroz membranu od 800 i 100
nm koriˇstenjem ekstrudera (LiposoFast, Avestin, Canada). Na analogan nacˇin pri-
premljeni su i negativni liposomi. Lipidni filmovi su u tom slucˇaju hidratizirani s 10
mM Tris puferom.
3.5 Optimizacija mjernog uredaja
Prije samog koriˇstenja za mjerenja, uredaj je kalibriran i optimiziran. Kao kalibra-
cijski uzorak koriˇstena je 5 mM otopina fluorofore Cy5 koja je pri mjerenju dodatno
razrijedena u 300 µL vode. Na racˇunalu su promatrane autokorelacijske krivulje koje
se dobivaju mjerenjima. Podesˇavani su vijci na vanjskim zrcalima prije objektiva, te
vijci za zakretanje irisa, dok na racˇunalu nije dobiven zadovoljavajuc´i izgled mjere-
nih krivulja. Ista procedura provjere pozicija zrcala i irisa provodena je i poslije, prije
svakog mjerenja, buduc´i da i iznimno maleni pomaci dijelova uredaja znatno utjecˇu
25
na kvalitetu dobivenih krivulja. Za svaki pojedini uzorak provedeno je pet mjerenja,
svako s integracijskim vremenom od 1 minute, a podaci su prilikom obrade usred-
njavani i analizirani. Inicijalno, struja kroz diodu postavljena je na 50 nA, dok je
temperatura diode postavljena na 20 ◦C. Pri postupku optimizacije uredaja, ta su dva
parametra mijenjana kako bi se odredila optimalna konfiguracija mjernog uredaja u
svrhu dobivanja sˇto kvalitetnijih mjerenja. Na slici 3.12 prikazane su mjerene auto-
korelacije Cy5 za razlicˇite vrijednosti struje kroz diodu i za razlicˇite vrijednosti tem-
perature diode.
Slika 3.12: Gore: Mjerene autokorelacije Cy5 za razlicˇite vrijednosti struje kroz lasersku
diodu. Dolje: Mjerene autokorelacije Cy5 za razlicˇite vrijednosti temperature laserske diode.
Na grafovima sa slike 3.12 vidljivo je da su mjerene autokorelacijske krivulje puno
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preciznije pri viˇsim strujama kroz diodu i pri nizˇim temperaturama diode. Mjerenja
nisu provodena za struje viˇse od 60 nA iz dva razloga. Prvo, pri viˇsim vrijednostima
struje vec´i bi intenzitet laserske zrake mogao uzrokovati fotoizbjeljivanje16 koje bi
umanjilo fluorescenciju. Drugo, povec´ao bi se udio reflektirane laserske svjetlosti koja
prode kroz filter, a to bi znatno utjecalo na kvalitetu mjerenja. S druge strane, mje-
renja pri temperaturama nizˇim od 16 ◦C nisu provodena zbog potesˇkoc´a u hladenju
diode Peltierovim efektom (mjerenja su vrsˇena u proljetnim i ljetnim mjesecima pa
je visoka temperatura sobe onemoguc´avala efikasnije hladenje diode).
Slika 3.13: Mjerena autokorelacija Cy5. Na grafu je crvenom bojom prikazan fit na model
dan izrazom 3.20, a plavom bojom model bez tripletne dinamike. Naznacˇene su i vrijednosti
vremena difuzije i inverza prosjecˇnog broja cˇestica.
Kao optimalna konfiguracija mjernog uredaja pokazala se ona sa strujom od 60
nA i temperaturom od 18 ◦C, pa je ista koriˇstena u svim daljnjim mjerenjima u ovom
radu. Jedno od brojnih mjerenja autokorelacije Cy5 pri takvoj konfiguraciji uredaja
prikazano je grafom na slici 3.13. Na slici je prikazan i fit na teorijski model dan izra-
zom 3.20. Fitanje, koje je u ovom radu provodeno u programu OriginPro, daje vrijed-
nosti parametara u izrazu. Pocˇetne vrijednosti parametara iskustveno su postavljene
na ocˇekivane vrijednosti, osim ekscentriciteta konfokalnog volumena K = z0/ω0 cˇija
je vrijednost fiksirana na 4. Naime, fitanjem se ne mogu dobiti razumne vrijednosti
tog parametra buduc´i da je doprinos parametra obliku autokorelacijske krivulje iz-
nimno malen. Takoder, K je snazˇno koreliran s ω0, sˇto otezˇava precizno odredivanje
16Fotoizbjeljivanje je gubitak sposobnosti fluoresciranja, mozˇe se reducirati npr. smanjivanjem in-
tenziteta svjetlosti kojom se molekule pobuduju.
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oba parametra. Vrijednosti dvaju najvazˇnijih parametara, prosjecˇnog broja cˇestica
i difuzijskog vremena, naznacˇene su na slici 3.13. Difuzijsko vrijeme dobiveno kao
rezultat fitanja iznosi (77 ± 6) µs. Na slici je prikazan i model difuzije bez ukljucˇene
tripletne dinamike, teorijski opisan izrazom 3.17, pa je vidljiv utjecaj tripletne dina-
mike na autokorelaciju.
Difuzijsko je vrijeme obrnuto proporcionalno difuzijskom koeficijentu, a prema
izrazu 3.16 ovisi i o radijusu detekcijskog volumena pa se uredaj mozˇe kalibrirati
odredivanjem efektivnog (konfokalnog) volumena. Koristec´i se difuzijskim vreme-
nom dobivenim fitanjem i poznatom vrijednosˇc´u difuzijskog koeficijenta Cy5, DCy5
= 3.16 ×10−10 m2/s, pomoc´u izraza 3.16 dobiva se za radijus efektivnog volumena
u lateralnom smjeru ω0 = (0.31 ± 0.01) µm. Uz izraz 3.15, za efektivni se volumen
dobiva Vef = (0.66 ± 0.06) fL. Iako je taj rezultat blizu ocˇekivanom (∼ 1 fL), ovakva
metoda odredivanja konfokalnog volumena ima svoje nedostatke. Prvo, ona ovisi
o odabranome modelu, odnosno teorijskom izrazu koji koristimo pri fitanju. Drugo,
kao sˇto je vec´ recˇeno, ekscentricitet konfokalnog volumena ne mozˇe se precizno odre-
diti.
Slika 3.14: Ovisnost difuzijskog vremena DNK60 o koncentraciji glicerola u vodenoj otopini.
Na istom su grafu prikazane i viskoznosti smjese glicerola i vode za pojedine koncentracije
glicerola.
Nakon mjerenja autokorelacije samog Cy5, provodena su mjerenja i s uzorcima
obojene DNK. Dobivena difuzijska vremena za DNK60, odnosno DNK15 su (367 ± 6)
µs i (174 ± 2) µs, respektivno. Difuzijski koeficijent molekula se, uvazˇavanjem gore
opisane kalibracije, racˇuna kao [32]:
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D = DCy5
τCy5
τDNK
. (3.21)
gdje je τCy5 dobiveno difuzijsko vrijeme Cy5, a τDNK difuzijsko vrijeme DNK mole-
kule. Za dvije DNK molekule dobiva se: DDNK60 = (0.69 ± 0.06) × 10−10 m2/s i
DDNK15 = (1.4 ± 0.1) × 10−10 m2/s. Translacijski difuzijski koeficijent za cilindricˇnu
makromolekulu dan je kao [33]:
Dth =
kT
3piη
ln(Lc/d) + 0.312
Lc
. (3.22)
gdje je Lc = Nb duljina cilindricˇne molekule, d promjer, a η = 8.9 × 10−4 Pas vi-
skoznost vode (T = 298.15 K). Uz duljinu perioda DNK b = 0.34 nm i d = 2.6 nm,
difuzijski koeficijent za DNK60 je DthDNK60 = 0.57 × 10−10 m2/s, a za DNK15 DthDNK15
= 0.94 × 10−10 m2/s. Eksperimentalno dobivene vrijednosti difuzijskih koeficijenata
ne odudaraju znatno od vrijednosti izracˇunatih koristec´i se modelom 3.22, koji pret-
postavlja da se DNK molekule sa 60 ili 15 parova baza mogu tretirati kao izduzˇene,
cilindricˇne konfiguracije.
Kao dodatno testiranje mjernog uredaja proucˇavana je promjena difuzijskog vre-
mena DNK u otopinama razlicˇitih viskoznosti i mjerenjem autokorelacija. Buduc´i
da je difuzijsko vrijeme obrnuto proporcionalno difuzijskom koeficijentu, a difuzijski
koeficijent prema izrazu 3.22 obrnuto proporcionalan viskoznosti okolnog medija,
ocˇekivan je porast difuzijskog vremena s porastom viskoznosti. U svrhu mjerenja,
koriˇstena je 10 % otopina glicerola koja je nadalje razrjedivana vodom. U otopine
razlicˇite koncentracije glicerola dodavana je fluorescentno oznacˇena DNK60. Ovis-
nost dobivenog vremena difuzije DNK60 o koncentraciji glicerola u vodenoj otopini
prikazana je na slici 3.14. Vidljivo je povec´anje vremena difuzije s porastom koncen-
tracije glicerola. Na istom grafu prikazane su i viskoznosti smjese glicerola i vode za
razlicˇite koncentracije glicerola. [34]
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4 Rezultati i diskusija
Nakon kalibracije koja je opisana u prethodnome poglavlju, mjerni uredaj koriˇsten je
za proucˇavanje difuzije u otopinama u koje su dodavani razlicˇiti liposomski uzorci.
Kao testni primjer, provedeno je mjerenje autokorelacije Cy5 razrijedenog u 10 mM
Tris puferu. U 300 µL otopine u kojoj je koncentracija Cy5 20 µM dodavani su nega-
tivni (LP1) i pozitivni (LP2) liposomski uzorci. Buduc´i da Cy5 nije nabijena molekula,
ocˇekivano je da se difuzijsko vrijeme nec´e promijeniti. Rezultati mjerenja prikazani
su na slici 4.15.
Slika 4.15: Gore: Mjerene autokorelacije Cy5 bez liposoma i s dodanim negativnim liposo-
mima LP1. Dolje: Mjerene autokorelacije Cy5 bez liposoma i s dodanim pozitivnim liposo-
mima LP2.
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Slika 4.16: Mjerene autokorelacije DNK60 bez liposoma i s dodanim liposomima s
ugradenim spojem LP3.
Slika 4.17: Mjerene autokorelacije DNK15 bez liposoma i s dodanim liposomima s
ugradenim spojem LP4.
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Vidljivo je na grafovima sa slike 4.15 da nema znacˇajne promjene u difuziji Cy5
dodavanjem liposoma u otopinu, bilo da se radi o negativnim (gornji graf) ili pozi-
tivnim (donji graf) liposomima. Dobivena difuzijska vremena Cy5 bez liposoma i s
dodanim liposomima poklapaju se do na pogresˇku mjerenja.
Slika 4.18: Gore: Mjerene autokorelacije DNK15 bez liposoma i s dodanim 0.05 mM pozi-
tivnim liposomima LP5. Dolje: Mjerene autokorelacije DNK15 bez liposoma i s dodanim 0.5
mM pozitivnim liposomima LP5.
Slicˇno je mjerenje provedeno i za DNK60. Otopina obojene DNK razrijedena je
300 puta u 10 mM Tris puferu, a zatim su u pufer sukcesivno dodavani liposomi LP3.
Ovi liposomi, kao sˇto je vec´ recˇeno, sadrzˇe ugradeni spoj 7 pa je ocˇekivani rezultat
interakcija liposoma s DNK molekulom prikazana na slici 3.11 koja bi utjecala na
difuziju i mijenjala dobivene vrijednosti difuzijskog vremena. Rezultati provedenog
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mjerenja prikazani su na slici 4.16. Vidljivo je da dodavanje liposoma u pufersku
otopinu DNK nije utjecalo na difuziju DNK; vrijednosti difuzijskih vremena DNK bez
liposoma i uz dodane liposome poklapaju se do na pogresˇku mjerenja. Jedan od
moguc´ih razloga ne opazˇanja kompleksacije u ovom slucˇaju mozˇe biti nedovoljna
efikasnost ugradivanja spoja 7 u liposomske agregate. Iako je u otopini prisutan
znatan viˇsak pozitivnog naboja koji nosi spoj 7 (tablica 4.1), mala kolicˇina spoja
izlozˇena je na samoj povrsˇini liposoma.
Mjerenje autokorelacije uz dodavanje liposomskih uzoraka s ugradenim spojem 7
provedeno je i za DNK molekulu sa 15 parova baza. Molekula je razrijedena 300 puta
u 1 mM puferu, a zatim su u otopinu sukcesivno dodavani liposomi LP4. Rezultati
tog mjerenja prikazani su na slici 4.17. Ni u ovom slucˇaju nije opazˇena promjena u
difuzijskom vremenu dodavanjem liposoma u otopinu.
Slika 4.19: Mjerene autokorelacije DNK15 s dodanim 5 mM liposomima LP5. Prikazano je 5
uzastopnih mjerenja, svako s integracijskim vremenom od 1 minute.
Interakcija DNK molekule s pozitivno nabijenim liposomima proucˇavana je mje-
renjem autokorelacije DNK15 u 1 mM puferskoj otopini u koju su dodavani liposomi
LP5. Rezultati mjerenja prikazani su na slikama 4.18 i 4.19. Za 5 mM i 10 mM
koncentracije dodanih LP5 u puferskoj otopini, kompleksacija liposoma s DNK nije
opazˇena. Kao sˇto je vidljivo i na slici 4.18, nema promjena u difuzijskom vremenu
nakon dodavanja liposoma u otopinu. Medutim, kompleksacija se opazˇa za 5 mM
koncentraciju dodanih liposoma. Na slici 4.19 mjereno je pet uzastopnih autokore-
lacija DNK s 5 mM LP5, svako mjerenje u trajanju od 1 minute. Na slici je oznacˇen
redoslijed snimljenih krivulja, pa se mozˇe pratiti dinamika same kompleksacije. Na
slici se uocˇavaju promjene u difuzijskom vremenu, koje je za svaku od krivulja znatno
vec´e nego za DNK bez liposoma. To daje naslutiti da je u ovom slucˇaju dosˇlo do for-
macije lipopleksa kako je to opisano prethodno u tekstu i shematski prikazano na
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slici 2.6. Medutim, dobiveni kompleksi ocˇito nisu stabilni buduc´i da se difuzijsko
vrijeme mijenja u vremenu i nije se ustalilo na nekoj vrijednosti. Daljnjim mjerenjem
utvrdeno je da promjene u difuzijskom vremenu nakon nekog vremena nestaju. To
znacˇi da bi DNK neko vrijeme bila vezana na liposom, a onda bi liposomi agregirali
i precipitirali ili na neki drugi nacˇin ”sakrili” vezanu DNK i ponovno bi se detektirala
samo nevezana DNK. U svakom slucˇaju promjene u difuzijskom vremenu upuc´uju na
pojavu kompleksacije DNK i liposoma.
Slika 4.20: Ovisnost difuzijskog vremena DNK15 o omjeru koncentracija DNK i DOTAP-a.
Uzorak
Omjer
neg./poz.
naboj
Promjena
u difuziji
DNK60 + LP3
1 : 1000 NE
1 : 2000 NE
1 : 4000 NE
DNK15 + LP4
1 : 7000 NE
1 : 42000 NE
DNK15 + LP5
10 : 1 NE
1 : 1 NE
1 : 10 DA
Tablica 4.1: Sumirani rezultati mjerenja autokorelacija DNK s liposomima. Za svaki uzo-
rak prikazan je omjer pozitivnog i negativnog naboja i naznacˇeno je opazˇanje/neopazˇanje
promjena u difuziji.
Ovisnost dobivenih difuzijskih vremena DNK15 o omjeru DNK i kationskog lipida
DOTAP-a prikazana je na slici 4.20 i ta slika sumira rezultate mjerenja autokorelacija
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DNK15 s liposomima LP5. DOTAP je kationski lipid ugraden u LP5 kao sˇto je opi-
sano u tablici 3.10. Na obje osi grafa koriˇstene su logaritamske skale. Vidljivo je da
je difuzijsko vrijeme za omjere koncentracija 0.1 i 1 jednako difuzijskom vremenu
DNK15 bez dodavanih liposoma. Za omjer koncentracija 10, pri kojem ocˇito dolazi
do kompleksacije, uocˇavaju se promjene u difuzijskom vremenu kao sˇto je gore vec´
recˇeno.
Sumirani rezultati mjerenja autokorelacija DNK uzoraka s dodavanim liposomima
prikazani su u tablici 4.1. Navedeni su koriˇsteni uzorci, a za svaki uzorak izracˇunati
su omjeri pozitivnog i negativnog naboja prema koncentracijama spojeva koriˇstenih
u mjerenjima. Za svaki omjer naznacˇeno je opazˇanje, odnosno neopazˇanje promjena
u difuziji i kompleksacije koja je promjene uzrokovala. Promjene u difuzijskom mje-
renju i stvaranje kompleksa lipida i DNK uocˇeno je samo u mjerenju autokorelacije
DNK15 s dodanim 5 mM LP5; u tom je slucˇaju omjer pozitivnog i negativnog naboja
10 : 1. Kao sˇto je vec´ recˇeno, u tom slucˇaju dolazi do formacije lipopleksa. Za ma-
nje koncentracije LP5 kompleksacija nije uocˇena, iako je ocˇekivana uzimajuc´i u obzir
dosadasˇnja saznanja i rezultate provedenih mjerenja. Interakcije DNK i liposoma s
ugradenim spojem 7, iako ocˇekivane, nisu uocˇene ni za DNK 15 ni za DNK60.
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5 Zakljucˇak
Genska terapija obuhvac´a razlicˇite strategije lijecˇenja bolesti na razini genskog uz-
roka unosˇenjem gena u stanicu. Virusni prijenosnici DNK molekule generiraju imunu
reakciju pacijenta, stoga se intenzivno proucˇavaju razlicˇite ne-viralne strategije pri-
jenosa gena. Jedna od njih obuhvac´a koriˇstenje kompleksa liposomskih agregata s
DNK. Upotreba takvih kompleksa josˇ uvijek je ogranicˇena zbog toksicˇnosti koriˇstenih
lipida, stoga se znatan trud ulazˇe u podizanje njihove efikasnosti transfekcije i sma-
njenja njihove toksicˇnosti. U tu se svrhu proucˇava i razumijeva veza izmedu struk-
ture, kompozicije i funkcije kompleksa.
U ovom radu, kompleksi lipida i DNK proucˇavani su metodom fluorescencijske
korelacijske spektroskopije. Ta metoda, bazirana na korelacijskoj analizi fluktuacija
fluorescencijskog intenziteta, daje informacije vezane za difuziju fluorescentno obi-
ljezˇenih molekulskih vrsta. Kombiniranje ove metode s razlicˇitim drugim eksperi-
mentalnim tehnikama daje uvid u ponasˇanje biolosˇki vazˇnih molekula u okruzˇenju
kakvo postoji u zˇivom organizmu. U svrhu mjerenja, na Institutu za fiziku postavljen
je FCS uredaj. Uredaj je kalibriran koristec´i se fluorescentnom bojom Cy5 koja se
koristi kao standardna kontrola za analizu difuzija FCS-om. Pomoc´u poznatih po-
dataka za Cy5, odreden je konfokalni volumen, a dobivena vrijednost je u skladu s
ocˇekivanjem.
Nakon kalibracije uredaja, odredeni su difuzijski koeficijenti DNK15 i DNK60 mo-
lekula. Isti su koeficijenti izracˇunati pomoc´u teorijskog modela difuzije DNK mole-
kula. Eksperimentalno dobiveni rezultati vrlo su blizu teorijski izracˇunatim vrijednos-
tima. Kao dodatna provjera reproducibilnosti mjernog uredaja, mjerena su vremena
difuzije DNK molekule u ovisnosti o viskoznosti okolnog medija. Ocˇekivan je porast
vremena difuzije s porastom viskoznosti, a to je i pokazano dobivenim rezultatima.
Proucˇavanje samih kompleksa DNK s lipidima obuhvac´alo je razlicˇita mjerenja
autokorelacija fluorescentno oznacˇenih DNK molekula u otopinama u koje su doda-
vani liposomski uzorci. Liposomski uzorci sintetizirani su na Imunolosˇkom zavodu
i obuhvac´ali su negativno nabijene liposome, liposome s ugradenim adamantan-
aminogvanidinom i pozitivno nabijene liposome. Pozitivno nabijeni liposomi s DNK
molekulom tvore pozitivno nabijene komplekse, tzv. lipoplekse, koji dolaze u neko-
liko razlicˇito uredenih faza. Interakcija DNK i liposoma s ugradenim spojem temelji
se na elektrostatskom privlacˇenju pozitivno nabijenih gvanidinskih grupa ugradenih
u liposome i negativno nabijenih fosfatnih grupa DNK molekule.
Promjene u difuzijskom vremenu uzrokovane kompleksacijom DNK s liposomima
uocˇene su jedino pri mijesˇanju DNK15 s pozitivno nabijenim liposomskim uzorcima
i to pri omjeru koncentracija pozitivnog i negativnog naboja 10 : 1, a to je rezultat
koji bi se ocˇekivao i pri koncentracijama pozitivnog naboja koje su za red velicˇine
manje. Dobiveni lipopleksi ipak nisu ostajali stabilni i nakon nekog bi se vremena de-
tektirala samo nevezana DNK. Kompleksacija DNK i liposoma s ugradenim gvanidin-
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skim grupama nije opazˇena. Moguc´i razlog lezˇi u nedovoljnoj efikasnosti ugradivanja
adamantan-aminogvanidina u liposomske agregate.
Daljnje proucˇavanje kompleksa FCS-om obuhvac´alo bi podrobnije promatranje
kompleksacije pozitivno nabijenih liposoma s razlicˇitim DNK molekulama u svrhu
dobivanja stabilnih kompleksa za koje se difuzijska vremena ne bi mijenjala u vre-
menu. Promatranja kompleksa DNK i liposoma s ugradenim gvanidinom zahtijevala
bi vec´e efikasnosti ugradivanja spoja u liposome, iako se ni u tom slucˇaju ne ocˇekuju
jaki i dobro definirani signali, ali bi se promjena u difuziji mogla barem kvalitativno
promatrati. Jedna od ideja indirektnog prac´enja promjena u difuziji ukljucˇivala bi
mijesˇanje takvih liposoma s dugacˇkim DNK molekulama kojima je pridodana mala
fluorescentno obiljezˇena DNK.
U svakom slucˇaju, sastavljeni mjerni uredaj daje reproducibilne rezultate i sposo-
ban je uocˇiti pojavu kompleksa lipida i DNK i dati barem kvalitativno razumijevanje
promjena u difuzijskim vremenima. Buduc´i da je metoda korelacijske spektroskopije
iznimno korisno orude u promatranju razlicˇitih biomolekula, daljnja bi eksperimen-
tiranja trebala biti u vidu usavrsˇavanja metode i koriˇstenja iste za proucˇavanje difu-
zijskih svojstava razlicˇitih sustava. Proucˇavanje kompleksa lipida i DNK ostaje bitan
korak u unapredivanju genske terapije, a samim time i buduc´ih medicinskih primjena
u borbi protiv tumora, nasljednih bolesti i razlicˇitih drugih poremec´aja.
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